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Patentansprtlche 

U TrZTT enthaltend6S B1 ^-at Zmi ttel der allgemeinen 

M-R r B-R 2 -Hb 

bei de m zellfreies Hamoglobin Hb kovalent Uber reaktive 
Gruppen und R 2 und einen BrUckenliganden B it einem 
Polysaccharid M verbunden 1st, d a d u r c h g e k e n n - 
2 fcichnet, 

TlLTt ff; T~ ° der mehrfaCh «*—«Ht. aliphatische 
14 TL At ° men ' Gine ^^Hcylgxnxppe it bis 2U 

14 C-AWn oder eine Arylgruppe it bis 2U 14 C-Atomen be- 
deutet und die Gruppen r, und R, gleich oder verschieden 
GniPPierungen der Formel -0-,-NH-, - N- - S - -S few \ 

2. Mlttel nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB B eine 
Alkylgruppe mit 4-10 C-Atomen bedeutet. 

3- Mittel nach Anspruch dadurch gekennzeichnet , daB B eine 
Alkylgruppe von 4-8 C-Atomen bedeutet. 
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k. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B 
eine Butylgruppe bedeutet. 

5. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B 
eine Pentylgruppe bedeutet. 

6. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B 
eine Hexylgruppe bedeutet. 

7. Mittel nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB B 
ein von trimerisiertem Glutardialdehydstammender Rest 
ist und R 1 eine Gruppe der Formel -N-(CH 2 ) m ~N- oder 
-MH-(CH 2 ) m -NH- ist, wobei m die in Anspruch 1 angegebene 
Bedeutung besitzt. 

8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB m 
den Wert - O hat. •* . 

9. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl R 2 
die gleiche Bedeutung wie R 1 besitzt, wobei m - 0 ist. 

10. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB R 
und R 2 jeweils eine Gruppe -0- sind und B eine Phenyl- 
gruppe darstellt, die in 1- und 4-Stellung mit den Resten 
R 7 und R 2 verbunden ist. 

1. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polysaccharid M Dextran mit einem Molekulargewicht von 
M w - 10.000 bis 500.000 ist. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Polysaccharid M Hydroxyathylstarke mit einem Molekularge- 
wicht von m 10.000 bis 500.000 ist. 

3. Verfahren zur Herstellung des Blut ersatzmittels nach 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) entweder die Hydroxygruppe eines Polys accharids 
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aktiviert und das erhaltene aktivierte Produkt mit 
einer funktionellen Bndgruppe einer BrUcke B ver- 
knUpft, Oder das Polysaccharid M mit einer stark 
reaktiven Bndgruppe der BrUcke B verknUpf t und 
b) das erhaltene Produkt uber die andere endstandige 
reaktive Gruppe der BrUcke B mit zellfreiem Hamoglo- 
bxn verbindet. 

H. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Polysaccharid durch Perjodat zu einer Aldehyd- 
gruppen enthaltenden Verbindung aktiviert wird, die 
mit einer oder mehreren endstandigen Aminogruppen der 
BrUcke B oder mit Hydrazin umgesetzt wird, wobei das 
mit Hydrazin erhaltene Produkt mit einer endstandigen 
Aldehydgruppe der BrUcke B umgesetzt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet t 
dafl das. Polysaccharid M mit p-Benzochinon bei einem 
PH- W ert von 6-8 und anschliefiend das erhaltene Pro- 
dukt mit Hamoglobin umgesetzt werden. 
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Hamoglobin enthaltendes Blutersatzmittel 

Die Brfindung betrifft ein Hemoglobin enthaltendes Bluter- ' 
satzmittel der allgemeinen Forrael I, 

M - - B - R 2 - H b (i), 
bei dem zellfreies Hamoglobin Hbkovalent Uber reaktive Grup- 
Pen und R 2 und einen BrUckenliganden B mit einem Polysac- 
charxd M verbunden ist, fur den Sauerstofftransport sowie ein 
verfanren zu seiner Herstellung. 

Oblicherweise kennen Blut- und Plasmaverluste bis zu et Wa 1 5 1 

^n'Tf 11 k ° ll0idaler Volu.enersatz.ittel ausgeglichen ' 
verden. Zu derartigen Volumenersatzstoffen gehoren beispiels- 
wexse Dextrane, Hydroxyathylstarke und Gelatine. Wenn jedoch 
dieses Volumen von ca. , |5 1 uberschritten und nicht sofort 
ersetzt wird, entsteht beim menschlichen oder tierischen Orga- 
17! ^ragische Schock, da derarttge Blutverluste nicht 
ohne Gefahr durch erythrozytenfreie Lbsungen aufgefuilt werxien 
durfen. In einem solchen Pall kann nur Vollblut Ubertragen wer- 

l e noT> e K 6kannten RiSikSn anhaften ' Z « *-*rtigen *isiken 

gehoren exne beschrankte Lagerfahigkeit, die Gruppenspezifitat 
(Rhesusfaktoren u. dgl.), Immunisierungsprobleae , die durch 
korperfremde Substanzen entstehen, mit Krankheitstragern (bei- 
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spielsweise Hepatitsviren) infizierte Vollblutkonserven, 
Aggregatbildung von Blutplettchen und BlutkBrperchen u. dgl. 
Diese und weitere Risikenf aktoren sind beispielsweise in der 
Monographic von U.F. Gruber "Blutersatz" , Springerverlag, 
1968, beschrieben. 

Zur LBsung des Problems wurden u.a. Bmulsionen von fluor- 
ierten Kohlenwasserstof f en und der zellfreie Binsatz von 
Hemoglobin l&sungen vorgeschlagen. Diese Versuche scheiter- 
ten jedoch, da einerseits bei den fluorierten Kohlenwasser- 
stoffen keine ausreichende Emulsionsstabilitet und quanti- 
tative Ausscheidung gegeben sind, andererseits auch nach 
der vollstendigen Beseitigung von Zel If ragmen ten, die zu 
nierentoxischen Bffekten fllhrten, das stromafreie, gelOste 
Hemoglobin weder die erforderliche Sauerstof faufnahme- oder 
-abgabekapazitat aufweist noch ausreichend lange im Kttrper 
verbleibt, da es berexts nach relativ kurzer Zeit durch die - 
Niere ausgeschieden wird. Urn die Halbwertszeit der Ausschei- 
dung zu erh&hen, wurden deshalb gem. DE-OS 26 k6 854 Sub- 
stanzen zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker er- 
zeugt, bei denen Hemoglobin Uber eine kovalente Bindung an 
ein makromolekulares Produkt gebunden ist. Wehrend als Ma- 
kromolekUle Dextran oder Hydroxyethylsterke , die jeweils ein 
Molekulargewicht von 5000 bis 2000000 besitzen, in Frage 
komraen k&nnen, wird die kovalente Bindung dadurch herge- 
stellt, daB Hydroxygruppen der Polysaccharide aktiviert und 
diese aktivierten funktionellen Gruppen, ggf. Uber einen 
BrUckenliganden , mit dem Hemoglobin gekuppelt werden. Akti- 
vierte Zwischenprodukte der Makromolekule lassen sich durch 
30 Reaktionen mit Bromcyan, einem tJ-Halogenalkylamin oder Per- 
jodat herstellen. AnschlieBend erfolgt entweder eine direkte 
Kupplung mit Hemoglobin oder eine Ankupplung Uber einen 
kurzkettigen Spacer. Obwohl durch die Ankupplung die Aus- 
scheidungen von Hemoglobin durch die Niere ver- 
35 langsamt werden, wodurch die Wirkungsdauer des Hemoglobin 
erheblich erhOht wird, ist andererseits die Sauerstof f bin- 
dungs- und-abgabeeigenschaft des Bndprodukts gem. DB-OS 
26 46 854 nicht ausreichend, da bei weitem nicht die sigmoide 
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Sauerstoffaufnahme -/abgabekurve des reinen Hemoglobins er- 
reicht wird. Diese sigmoide Punktion ist jedoch eine wichtige 
Voraussetzung fUr die Sauerstoffaufnahme in der Lunge und 
Sauerstoffabgabe in den peripheren Muskelgeweben, Sofern 
diese Bigenschaft nicht in einem genUgenden MaB erreicht 
wird, besteht weiterhin die Gefahr eines hamorragischen Schocks, 

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, ein Blut- 
ersatzraittel auf der Basis eines an eine makromolekulare 
Verbindung gekoppelten Hamoglobins zu schaffen, das einer- 
seits eine hohe Verweildauer im Ktfrper aufweist, anderer- 
seits der Sauerstoffaufnahme- oder Abgabeeigenschaft des 
natUrlichen Hamoglobins weitgehend angenahert ist. 

Diese Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale des 
Anspruchs 1 gelBst. • 

Das erfindungsgemaBe Blutersatzmittel laBt sich bei Mensch 
und Tier gleichermaBen einsetzen, wobei die vorstehend ge~ 
nannten Nachteile, die durch Ubertzagung von konserviertem 
Blut entstehen, nicht auftreten. Weiterhin lafit sich dieses 
Mittel Uber lange Zeit lagern und kann im Bedarfsfall durch 
einfaches Mischen mit Wasser und AuflBsen darin sofort ein- 
gesetzt werden, 

Dabei hat sich herausgestellt , daB die Volumenverweilzeit 
in Abhangigkeit von der Kettenlange und der Modifizierung 
des BrUckengliedes variierbar ist und bis zu lOh betragen 
kann, d.h., daB nach 10 Stunden noch 50% des infundierten 
Volumens im Kreislauf nachzuweisen sind. AuBerdem sind die 
erfindungsgemaBen Produkte biologisch akzeptabel und er- 
zeugen u.a. keine allergischen Raaktionen. 



Die erfindungsgemaBen Produkte bestehen im wesentlichen aus 
35 Polysaccharid als makromolekulare Verbindungen, die als Ma- 
trix M bezeichnet werden, einer chemischen BrUcke B ("Spacer") 
und einem Liganden Hb, wobei die BrUcke B jeweils Uber reak- 
tive Gruppen R und R^ mit der Matrix M bzw. dem Liganden Hb, 
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der das Hemoglobin darstellt, verbunden ist. 



Als Matrix kommen makromolekulare Polyhydroxy-Verbindungen, 
wie Polysaccharide, in Frage, wobei Dextrane und Hydroxy- 
athystarke mit einem Molekulargewicht von 5000 bis 1000000 
bev^gugt^ind.Besonders bevorsugt sind*Dextrane 40 und 70 
sowie/Hydroxyathylstarke die einen Anteil von mindestens 
90 % Amylopectin-Hydrolysat, eine Bigenviskositat von 0,05- 
°»3 dl/g bei 25° C, einen Xthersubstitutionsgrad bis 0,9 
Hydroxyathylgruppen/Glucoseeinheit, ein gewichtsgemitteltes 
Molekulargewicht M w bis 700000, und ein teilchengemitteltes 
Molekulargewicht M n bis 100000 aufweist. Die Dextrane sowie 
die Hydroxyathylstarke sind als sdche im Handel und deshalb 
leicht erhaltlich. * die klinischen 

Als Hamoglobin wird vorteilhaft zellfreies (stromafreies) ~ 
Hamoglobin eingesetzt, das aus frischem Humanblut frei von * 
Antigenen, Zellbestandteilen und Pyrogenen lyophilisiert 
hergestellt wurde. Hierzu bedient man sich beispielsweise 
eines Druckfiltrationsgerates mit einem Membranf ilter der 
PorengrBBe ^im, urn das Humanblut zellfrei zu filtrieren. 

Als chemische BrUcke B kommen gerad- Oder verzweigtkettige 
aliphatische Gruppen mit 3-14 Kohlanstof fatomen, vorzugs- 
weise 4-10, insbesondere 4-8 Kohlenstof fatomen infrage. 
Spezielle Beispiele fur gerad- oder verzweigtkettige Alkyl- 
gruppen sind die Propyl-, Butyl-, Pentyl-, Hexyl-, Heptyl-, 
Oktyl-, Nonyl-, Decyl-, Undecyl-, Dodecyl- und die Myristyl- 
gruppe wie deren isomere Pormen. Vorstehend genannten Alkyl- 
gruppen ktfnnen auch eine oder mehrere ungesattigte Bindungen 
enthalten. Beispiele fur Alkenylgruppen sind die Allyl-, 

1- Methylallyl-/2-Methylallyl-(Methallyl-) , 2-Butenyl-(Crotyl-) F 
3-Butenyl-,l f 2-Dimethylallyl- f 1 , l-Dimethylallyl-^-Athyl- 
allyl-, 1-Methyl-a.butenyl- f 2-Methyl-3butenyl-, 3-Methyl-2- 
butenyl-3-Pe^enyl-,2,3-Dimethyl-2-butenyl-, 1 , 1 , 2-Trime thy 1 ally 1- 
1 , 3-Dimethyl-2- bitenyl- , 1 -athyl-2-t>utenyl- , 4-Methyl-2-pentenyl- , 

2- Xthyl-2-pentenyl-,4 ,4-Dimethyl-2-pentenyl-, 2-Heptenyl-, 2- 
Oktenyl-,5-Oktenyl-,2-Nonenyl-,2-Decenyl' -,2-Dodencenyl- und dgl 
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1 Vorstehenden Alkylgruppen ktfnnen auch in der Seitenkette 
Alkoxygruppen aufweisen, wobei beispielsweise die 2-Methoxy- 
propyl- , 3-Methoxypropyl- , 3-Propoxypropyl- , 2-Methoxybutyl- , 
3-Xthoxybutyl- , 4-But oxybuty 1- , 2-Xthoxyhexyl- , 3-Methoxy- 3- 

5 nethylpentyl-, 4-Methoxyoktylgruppe in Frage kommen kennen. 

Die vorstehenden Alkylgruppen, die ggf. ein oder mehrere 
ungesattigte Bindungen oder Alkoxygruppen aufweisen, kOnnen 
mit zunehmender Kettenlange wasserunlOslich werden, was so- 
10 wohl bei der Synthese als auch beim Bndprodukt von Nachteil 
sein fcann. Diese Eigenschaft laBt sich dadurch verbessern 
oder aufheben, daB ein oder mehrere Hydroxygruppen einge- 
fUhrt werden. Spezielle Beispiele fur derartige Gruppen 
sind AbkiJmmlinge von Di-, Tri- und Tetraglycerin . 

15 

Die vorstehenden V^-Z^ haltigen Gruppen kBnnen auch als 
Cycloalkylgruppen vorliegen, wobei die Cyclohexyl-,4-tert- * 
Butylcyclohexyl- , 3-Isopropylcyclohexyl- , 2 , 2-Dimethylcyclohexyl 
Cycloheptyl- und die Cylooktylgruppe in Frage kommen kOnnen. 
20 Die reaktiven Gruppen R und R 2 sind bei den zyklischen 
Gruppierungen vorzugsweise in 1,4 Stellung ankondensiert. 

Zu Cj-C^ haltigen Gruppen gehBren weiterhin Arylgruppen, 
wie die Phenyl- , Biphenyl- , 1-Naphtyl- und die 2-Naphtyl- 
25 gruppe, die ggf. mit den vorstehend genannten Alkyl-, Alkenyl- 
Alkoxyalkyl-, oder Cycloalkylgruppen substituiert sein kBnnen. 

Beispiele fUr Alkarylgruppen sind die o-Tolyl-, m- Tolyl-, 
p~Tolyl- und die p-tert-Butylphenylgruppe , die isomere; 
Form der Xy lyl-Gruppen t diedsomeren Formen der Trimethyl- 
phenylgruppen und die 4-flthyl-l-naphtylgruppe. 

Beispiele ftir Aral kyl gruppen sind die Benzyl-, Pheny lathy 1- 
1 -Pheny lathy 3r, 2-Phenylpropyl-,4-Pheriylbutyl~ , 6-Phenylhexyl- t 
5-Phenyl-2-methylphenyl- und 1-Naphtyl-methylgruppe. 

Beispiele ftlr Alkarylgruppen sind die o-Tolylmethyl-,m- 
Tolylmethyl-p-Tolylmethylgruppe und dgl. 
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1 Beispiele fur Alkoxyaralkylgruppen sind die o-Methoxyphenyl-, 
m-Methoxyphenyl- , p-Methoxyphenyl- , 2- (m-Methoxyphenyl ) -athyl- , 
4- Methoxy-1-naphtylmethylgruppe und dgl. 

5 Als reaktive Gruppen R 1 und R 2 , die jeweils die Verbindung 
zvischen der BrUcke B und der Matrix M bzw. dem Hamoglobin Hb 

darstellen und die gleiche oder vers chiedene Bedeutung be- 
sitzen ktJnnen, kommen ublicherweise folgende Gruppierungen 
in Prage: 

1 0 -0-, -NH- , -N- ,-S-,-s(CH 2 )-, =N- ( CH 2 ) m ~NH- , -NH- (CH 2 ) iNH- , 
»N-(CH 2 ) m -N-,-NH-(CH 2 ) n -N«, wobei m entweder 0 (also mit 
dem Ausgangsprodukt Hydra zin) oder eine ganze Zahl von 1- 
14 bedeutet, -O-C- oder -NH-C-. 

« 8 

15 Bevorzugte reaktive Gruppen R 1 und R 2 sind die Gruppierungen * 
der Formel - 

-0- , -NH- » -N-, -NH-NH-^N-NH- , -N-N- , -0-C- und -NH-C-. 



2o Precursoren ftlr die vorstehend genannten Gruppierungen 

und R 2 sind Halogenatome, Amino-^id-,Carboxyl--£arbonyl-, 
Saurehalogenid-, Saureacid-, Sulfhydryl-, Imidazo- und Thio- 
methy Igruppen • 

25 Bevorzugte Ausgangsverbindungen sind <X ^-Diamine der allge- 
raeinen Formel II 



II 
0 



II 
0 




(ID 



30 undfc-Aninocarbonsauren der allgemeinen Formel III 



H 2 N-B-COOH. 



(Ill) 



35 



Besonders bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel 

II und III sind diejenigen, bei denen B aliphatische Gruppen 

mit 3-14 Kohlenstof fatomen darstellt. 
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1 Zur Herstellung des erfindungsgemaBen Blutersatzmittels wird 
ublicherweise zierst die BrUcke B an die Matrix M Uber die 
reaktive Gruppe R 1 angekuppelt und anschlieBend wird das er- 
haltene Produkt Uber die zweite reaktive Gruppe It, mit dem 

5 zellfreien Harao^lobin verbunden. Die Reihenfolge der Kuppe- 
lung ist jedoch nicht erfindungswesentlich und kann deshalb 
umgekehrt werden. 



Urn eine BrUcke- B mit der Matrix M zu koppeln, muB einer der 
10 beiden Reaktionsteilnehmer mindestens eine reaktbnsfreudige 
Gruppe aufweisen. Da als Matrix M gewohnlich Polysaccharide 
also Verbindungen mit OH-Funktionen eingesetzt werden, ' 
mussen entweder diese Hydroxy-Gruppen der Polysaccharide In 
eine reaktive Perm Uberftlhrt werden oder aber die BrUcke B 
15 muB besonders reaktionsfreudige Gruppen aufweisen, bei- 
spielsweise Halogenatome oder Doppelbindungen , die mit der 
Hydroxygruppe reagieren konnen. 

Unter den Halogenatomen ist das Bromatom bevorzugt, das nach 
20 folgender Gleichung 1 

M-OH+Br-B ► M-0-B~t-HBr (1) 

in der M-CHdie Matrix mit einer beliebig ausgewahlten 0H- 
Gruppe bedeutet und die BrUcke B die vorstehende Bedeutung 
besitzt, mit der Matrix unter Abspaltung des entsprechenden 
25 Bromwasserstoffs reagieren kann. 

Das nach der Gleichung 1 erhaltene Produkt kann wiederum 
Uber eine entsprechende reaktive Gruppe R mit dem Hamoglobin 
umgesetzt werden. 



30 
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Andererseits kann die Matrix M auch mit einer reaktiven 
Doppelbindung, beispielsweise mit p-Ben, ochinon nach Gleichung 2 

M-OH + XD^M-^T-k +H 2 N-Hb-^lio-(0«H-Hb 



< 2 > (3) 
umgesetzt werden. Das erhaltene Produkt kann mit einer Amino- 

gruppe des Hemoglobins nach Gleichung 3 reagieren. 

Diese Reaktion ist stark vom pH-Wert abhangig.Bei einem 
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j pH-Wert von 9 treten beispielsweise starke Vernetzungen unci 
Farbbildung auf, wahrend die Reaktion bei einem pH-Wert von 
7 offensichtllch zu einem cjeringeren Vernetzungsgrad fUhrt. 
Durch Steuerung des pH-Wertes lassen sich also beliebige 
5 Vernetzungs grade erzeugen, so dafl unterschiedlich hohe Mole- 
kulargewichte die axis mehreren Matrix- und Hamoglobinein- 
heiten herrUhren, erhalten werden kCJnnen. 

Wenn die BrUcke B endstandige funktionelle Gruppen aufweist, 
1Q die nicht mit einer Hydroxy gruppe der Matrix reagieren k8n- 
nen, muB diese Hydroxygruppe der Matrix aktiviert werden, 
wobei haufig eine milde Oxidation mit Natriumper jodat nach 
folgender Gleichung 4 bevorzug- ist 

M-CH 2 -OH + Ox. — ♦ M-CHO (4) 

Es kOnnen jedoch auch andere reaktive Stoffe, beispiels- 
weise Acylhalogenide, Alkylhalogenide , Isocyanate oder Brom.- 
cyan eingesetzt werden. 



35 



Das nach Gleichung 4 erhaltene Produk'; kann beispielsweise 
mit der Aminogruppe als endstandige Gruppe der BrUcke B 
nach Gleichung 5 

M-CHO + H 2 N - B >M-CH « N-B- + H 2 0 (5) 

unter Bildung einer Schiff'schen Base umgesetzt werden. Da 
derartige Schiff-Basen haufig nicht besonders stabil sind 
und zur Bildung von Folgeprodukten neigen, werden sie vor- 
zugsweise mit Natrium- oder Lithiumborhydrid, je nach dem 
eingesetzten Ldsungsmittel, hydriert. 

Wenn die endstandige reaktive Gruppe cer BrUcke B eine 
Aldehyd-Gruppe ist, so erf olgtdie Kupplung mit der geraaB 
Gleichung 5 aktivierten Matrix mit Hilfe einer Verbindung 
mit zwei endstandigen Aminogruppen der allgemeinen Formel 

H 2 N ~( CH 2> r<T NH 2 ( IV > 
In der m die Bedeutung von 0 (Hydrazin) besitzt oder eine 

ganze Zahl von 1-14 darstellt. 
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1 Die Verbindung .nit der allgemeinen Formel iv reagiert 
nach folgender Gleichung 6 

m^ H ° tY*' iCA S ) * m 2 +0GH ~ B M-CH-N(CH,) -N-CH-B- (6) 

mit den belden Aldehydgruppen der Matrix und dlrVtlcke 
5 unter Bildung einer doppelten Schiff •scheiBase.Bevorzugt 
ist bei dieser Jmsetzung die Verwendung von Hydrazin. Wei- 
. terhin ist bevorzugt, daB die nach Gleichung 6 erzeugten Schiff 
schen Basen hydriert werden. 

10 Setzt man gemafl Gleichung 6 eine BrUcke mit zvei endstandi- 
gen Aldehydgruppen, also einen Dialdehyd ein, wie Malondi- 
aldehyd, Succindialdehyd, Glutardialdehyd und dgl., dann ist 
der Reaktionsmechanismus dieser Dialdehyde haufig nicht ge- 
sichert, da sowohl die Aldehydgruppen unter Bildung von 

15 Schiff. schei Basen als auch die durch Keto-Enol-Tautomerie 
gebUdeten Doppelbindungen gemaB der Michael-Addition (Re- 
aktion mit aktiven Methyl engruppen oder Sticks toff atome ent-~ 
haltendmPunktionen) mit der endstandigen Aminogruppe rea- 

^ gieren konnen. Der Glutardialdehyd der Rormel IV 
OHC- (CH 2 ) 4 — CHO (IV) 

fegt haufig irimerisiert in seiner c rotonisieiten Po rm der 
allgemeinen Ponrel V vor 

25 OHC - C - CH 2 - CH 2 - CH - C. - CHO 

HC " ( CH 2> 3 - CH 2 - CH 2 - CHO (V) 

BrfindungsgemaB besonders bevorzugt ist die Reaktion des 
trimerisierten Glutardialdehyds mit dem Reaktionsprodukt 

3Q aus Hydrazin und der aktivierten Matrix gemafl Gleichung 4 
einerseits und dem zellfreien Hamoglobin andererseits . Nach 
der Wahl des pH-Werts kOnnen entweder die freien Carbonyl- 
funktionen des trimerisierten Glutardialdehyds oder aber 
die Doppelbindungen mit aktiven Wasserstof fatomen, bei- 

3s spielsweise der Amino-oder Thiogruppe reagieren. Da die 
BrUcke B lediglioh als spacer, also zur Erzeugung eines 
bestimmten Abstandes zwischen Matrix und Hamoglobin dienen • 
soli, fcOnnen beide Reaktionsarten gleichermaBen zur BrUcken- 
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} bildung eingesetzt werden. 

Diese Reaktionen sind in der nachfolgenden Gleichung 7 a 
und 7 b gezeigt, in der der trimerisierte Glutardialdehyd 
5 verkttrzt dargestellt ist, wobei die Gruppen X und Y die nicht 
in die Reaktion eingreifende Reste de,. Glutardialdehyd der 
allgemeinen Formel V darstellen. 

M-CH-N-(CH 2 ) m -NH 2 + OHC - C - Y 1, M-CH=»N-(CH„) -N-HC-C-Y (7a) 

HC-X * 
1Q HL X HC-X 

«-CH.N-(CH 2 ) m -HH 2 * OHC -J - V — .M-CH-MCH^-NH-CH-X (7b) 

HOCHjCH— Y 

Die nach Gleichung 1, 5, 6 und 7 erhaltenen Produkte aus der • 
Umsetzung der Matrix M mit einer Brtlcks B werden nach der 
Gleichung 8 

M-R 1 -B- Z + HG • — » M-R 1 -B-R 2 ~HG ( 8 ) 

20 

in der Z eine funktionelle Gruppe dars:ellt, mit Hamoglobin 
zum erfindungsgemaflen Endprodukt der allgemeinen Formel I 
umgesetzt. Als Gruppe Z koramen die Carboxyl-, /mid-, Car- 
bonyl-, Amino., Thlo _ f Qder Thiomethylgruppe in Frage. Die 

25 Gruppen mit der Bedeutung z kbnnen mit einer oder mit mehreren 
reaktiven Gruppen des HamoglobinmolekUls , wie Amino _ f Xhio _ 
Carboxyl- oder Thiomethylgruppen reagieren. Weiterhin kann' 
die Gruppe Z auch eine Doppelbindung, beispielsweise die 
Doppelbindung des trimerisierter. Glutardialdehyds bedeuten 

30 dxe mit aktivierten Wasserstof fen, beispielsweise der Amino- 
gruppe oder der Thiogruppe reagieren kann. 

Die nach Gleichung 4 erhaltene aktivierte Matrix kann auch 
nut einem Hydrazid oder Dihydrazid einer *,o -Dicarbonsaure 
35 oder einer « -Aminocarbonsaure umgesetzt werden, wobei eine 
mit einer Brucke versehene Matrix der allgemeinen Formel VI 
M-CH-N-NH-CO-B (VI) 
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, erhalten wird. In der Formel VI ist vie in den vorstehenden 
Pormeln und Gleichungen die Bedeutung der endstandigen Grup- 
pe offengehalten und kann beispielsweise eine Gruppe der Be- 
deutung Z.eine. Saurehydrazidgruppe und dgl. sein. 

5 

Die Kupplung dieser Gruppen mit aktiven Gruppen des Hamo- 
globlnmolekUls erfolgt entweder aufgrund ihrer eigenen Re- 
aktivitat oder aber Uber aktivierte Zwischenzustande, bei- 
spielsweise ub 3 r N-Hydroxysuccinimide und dgl. , wie sie 
1Q beispielsweise aus der Peptid "-Synthese bekannt sind. 
Doppelbindungen lassea sich, wie bereits vorstehend fest- 
gestellt, durch Hydrierung mit Alkalisalzen von Borhydriden' 
hydrieren. tlbrig gebliebene Carbonylfunktionen werden blok- 
kxert, beispielsweise durch TBS, das nachstehend beschrie- 
15 ben 1st. Die Zwischen- und Bndprodukte werden Ublicherweise ' 
gegen destilliertes Wasser dialysiert und dadurch gereinigt. •■ 

Die Umsetzung eihes Bruckenmolektlls mit der Matrix betragt 
Ublicherweise 5:1, vorzugsweise 1:1. Das dadurch erzeugte 
Zwischenprodukt aus BrUckenglied und Matrix kann bis zu 5 
Hamogloblnmolekule entnehmen und nimmt vorzugsweise ein 
HamoglobinmolekUl auf . Bin besonders bevorzugtes Bndpro- 
dukt der allgemeinen Formel I besteht aus jeweils einem 
MolekUl Matrix, BrUcke und Hamoglobin. 

Nachstehend werden die allgemeinen Reaktionsbedingungen 
beschrieben, die zu den vorstehend beschriebenen Zwischen- 
und Bndprodukten fllhren. 

30 Die Aktivierung von Polysacchariden durch Oxydation mit 
Perjodat gemaG Gleichung k wird nach der Methode von 
Fleming et al, Acta biol med germ. Bd. 30 (1973) s . 177 
durchgefuhrt, wobei man in Wasser oder alkoholischen 
Wassergemischen arbeitet. Die Reaktionstemperatur liegt 

35 normalerwelse zwischen 0 und 50, vorzugsweise zwischen 
5 C und der Raumtemperatur* Die Reaktionszeit hangt vom 
Substitutionsgrad der Reaktionsteilnehmer, also beispiels- 
weise der Hydroxyathylstarke HBS ab und steigt mit steigen- 
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j dera Substitionsgrad an. Din Abtrennung und Reinigung des 
erhaltenen Produkts erfolgt durch Dialyse gegen aqua dest. 

Das mit Perjodat oxidierte Proiukt wixxi bei einem pH-Wert 
^ von 3-7, vorzugsweise *f,5~5,5 ;nit ein»3m o< ,tJ-Diamin oder 
einer O-Aminocarbonsaure gemaB Gleichung 5 umgesetzt, wo- 
bei der pH-Wert unter Kontrolle gehalten wird. Bs wird mit 
hohem UberschuB an Diamin oder Aminocarbonsaure gearbeitet, 
urn mtJglichst samtliche Carbonylgruppen umzusetzen. Die Um- 
setzung erfolgt Ublicherweise bei Raumtemperatur innerhalb 
einer Zeit von 4-10 Stunden. 

Urn restliche Carbonylfunktionen zu blockieren, wird bei- 
spielsweise TES (N-Tris(Hydroxymethyl >-methyl-2-aminoethan- 
15 sulfonsaure )zugesetzt . AnschlioBend erfolgt die Reinigung 
des Produkts wiederum durch Dialyse gegen aqua dest. 

Sofern ein Diamin mit der aktivierten Polysaccharidverbindung 
umgesetzt worden ist, kann die endstandige Aminofunktion mit 

2q Glutardialdehyd nach Gleichung 7 verls.ngert werden, wobei 

vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7-fc, insbesondere bei 7,5 
(Phosphatpuf fer mit einer Phosphatkonz.entration von etwa 0,5 
Mol.) gearbeitet wird. Die in wassriger LOsung ablaufende Um- 
setzung erfolgt Ublicherweise bei Temperaturen oberhalb der 

25 Raumtemperatur, vorzugsweise zwischen 30 und 50°, insbeson- 
dere bei 37° C Uber einen Zeitraum vor mehreren Tagen, vor- 
zugsweise 15-25 Stunden. Die Reinigung des Bndproduktes er- 
folgt wiederum durch Dialyse gegen aqua dest. 



30 Falls das oxidierte Polysaccharidprodvkt mit einer endstandi- 
gen Aminofunktion gekuppelt wird, entsteht eine Schif^sche 
Base gemaB Gleichung 5, deren Doppelbindung ggf. durch Re- 
duktion mit Natriumborhydrid in wassriger LBsung bei alkalisch- 
en Bedingungen (pH ca. 9) beseitigt werden kann. Nach der 

35 Zugabe von NaBH^ arbeitet man unterhalb der Raumtemperatur 
zwischen 8 und 2k Stunden, vorzugsweise 12 Stunden weiter. 
Da bei Binsatz von NaBH^ neben der Reduzierung der Doppel- 
bindungen auch die Ubrig gebliebenen Carbonylgruppen zu 
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1 Hydrojysruppen reduziert burden, erubrigt eich die 2u»be 
von TBS. Die utrigen Keaktloasteilnetaer .erden .em D eakt i on , 
Predukt wiederv, durcb Dialy3e gegM ^ ^ ™*IT 

=MnT ! r Ver»e„dun g von Polys , C charid „, p-Lzo- 
chlnon, wobet das Benzechinen in ein «n organist Lunga- 

KoppXung ve^eiden,,^ bel einem pIMfcrt yon » 
bran, tei S piel SWl3i3 e die mit PM m »™- u 

25 n iere „, sofern der ^ * 

haltene Produkt ^ durch ^^2^^^^^ 
Ponn UberfUhrt und ka„„ Uber lange ^ aufbewah ^ ^ 

dukt durch Umse,zung seiner endstandigen Carbo,ylg rU p pe mit 
aktivierenden Substanzen, beispielsweise m u ^ 
Oder BDAC x+i , , / iS Pieisweise N-Hydroxysuccinimide 

Oder BDAC ( 1-Athyl- 3 -(3-d imethylaJnlnop ropyl ) -carbodi imid- 
hydrochloride ungesetzt verden, vobei bei den, ersten DiLd 

Tt TlT D1Cyl0he ^ lcarb ^^ (DCC) fUhxt durch Reaction 
mit N-Hydroxysuccini ra id zu einem aktiven Bst er, der miTlllL 
Ammofunktion oder ThiofunJH-i™ « P r 

r Thxofunktion des Hamoglobins zmgewtlnachten 
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1 Bndprodukt reagieren kann. Diese Reaktion von DCC wird Ub- 
licherweise in wasserfreien organischen LOsungsmitteln, vor- 
zugsweise Dioxan durchgefuhrt, wobei die Umsetzungszeit 
zwischen einer und vier Stunden variieren kann. 

5 

Sofern jedoch ein wasserlosliches Carbodiimid, beispiels- 
weise BDAC, zum Binsatz kommt, kann d;.s aus der Kopplung mit 
Polysaccharid undO-Aninocarbonsaure erhaltene Produkt direkt 
in Wasser mit Hb, umgesetzt werden, wcbei wiederum die Carboxyl- 
gruppe mit einer NH 2 - oder SH-Gruppe des HG koppelt. 

Der pH-Wert ist zwischen 3 und 7, vorzugsweise bei pH 5 zu 
halten. Die Umsetzungszeit liegt Ublicherweise bei 3-15, vor- 
zugsweise bei 6-8 Stunden. 

15 

Der Reinheitsgrad der erhaltenen Komplexe kann durch schnelle ' 
GPC UberprUft und deren Molekulargewicht abgeschatzt werden.' 
Weiter lassen sich folgende Parameter kontrollieren: Vis- 
kositat, Hamoglobin-Anteil, Polysaccharid- Anteil , Methamoglo- 
20 bin-Gehalt, Osmolaritat und pH-Wert. 
Die Beispiele erlautern die Brfindung. 
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Beispiel 1 
a) Oxidation 

8,5 g Dextan bzw. Hydroxyathylstarke (HBS) (0,05 Mol) 
werden in 100 ml Wasser gelost. Unt.Jr Ruhren wird dann 
eine Losung aus 1,2 g Natriumperjod.it in 10 ml Wasser 
zugegeben. Die Mischung bleibt Uber Nacht bei +5° C 
stehen. Das Oxidationsprodukt wird dann gegen aqua dest. 
dialy3iert. 

Die Reaktionsdauer wird mit wachsendem Substitutionsgrad 
bei HBS entsprechend verlangert. 

35 

b) Umsetzung mitft,fc>-Diamin 

Das dialysierte Oxidationsprodukt wird bei einem pH- 
Wert von etwa 5 mit 20 ml einer 2- molaren LOsung von * 
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} Xthylendiamin tropfenweiso versetzt. Dabei mufl der pH-Wert 
kontrolliert uni evtl. nachjustiert warden. AnschlieBend 
wird bei Raumtenperatur 6-10 Stunden vorsichtig geruhrt. 
Die Losung wird danach mit dem gleichen Voluraen 0,1 m TBS 
5 versetzt, um UterschUssige Aldehydfunktionen zu blockieren 
Zum SchluB wird wiederum gegen aqua dest. dialysiert. 

c) Umsetzung mit Glutardialdehyd 
_. „ wird 

Die Reaktionslosung/durch Zugabe von festem KH„P0, und 
10 Na 2 HP0 4 auf p H 7,5 eingestellt, wobei eine Phos^hatkonzen- 
tration von 0,5 Mol erreicht werden soli. Diese gepufferte 
LBsung wird in 50 ml einer 25*-igen wassrigen Glutardialdehyd 
losung eingeruhrt, wobei der pH-Wert kontrolliert und ggf 
nachjustiert wird. Die Umsetzung erfolgt bei 37 ° C in Was! 
15 ser, wobei 18 stunden vorsichtig geruhrt wird. Zur Bntfern- 
ung UberschUssigen Glutardialdehyds wird gegen aqua dest. 
dialysiert. 

d) Kupplung mit Human-Hamoglobin 

8 g Humanhamoglobin werden in 200 ml 0,2 M Bicarbonatpuf fer 
PH 9,5 gelost, clann in einem Druckfiltrationsgerat (Sartorius) 
Uber 3 yum Membra filter filtriert und in die aus Stufe c er- 
haltene Losung eingeruhrt, wobei diese Reaktion bei + 5 ° C 
durchgefuhrt wird. 

Nach Ablauf der Kupplungsreaktion, die durch analytische 
Gelchromatographie verfolgt wird, wird wieder mit einem Fil- 
ter der Porengrefle 3/im filtriert, um hochmolekulare Ver- 
netzungsprodukte abzutrennen. Das klare Piltrat wird zur 
weiteren Reinigung in einer Ultrafriltrationsanlage (AMIC0N) 
Uber eine Membran PM 10 fraktioniert und auf pH 7,4 umge- 
puffert. Die wassrige Losung des HSmoglobin-Polysaccharid- 
Komplexes wird anschlieflend gefriergetrocknet. 

Der Reinheitsgrad der Komplexe kann durch schnelle Q-pc uber- 
pruft und deren Molekulargewicht abgeschatzt werden (Pitz, 
LeKI M , Chromatographic,. Bd. 12, (1979) S. 155). Weitere * 
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1 Paramet «r bei der Qualitatskontrolle sind Viskositat, Hamo- 
globin-Anteil, Polys accharid-Anteil, Hamoglobingehalt , Osmo- 
laritat und pH-Wert. 

5 Beispiel 2 

Die Stufen a und b gemafl Beispiel 1 werden wiederholt, wobei 
Jedoch anstelle von Athylendiamin Hydrazin eingesetzt wird. 
Das erhaltene Produkt, namlich eine Schiff -sche Base wird 
mit Natrlumborhydrid reduziert. 



Nach Abschlufl der Reaktion mit Hydrazin bei pH 5 wird der 
pH-Wert durch Zugabe von festem Na 2 C0 3 auf 9,0 eingestellt. 
Danach werden 10 ml einer frisch bereiieten 5 M wassrigen 
NaBH^-Losung unter Ruhren in klelnen Ar teilen zugegeben. Bs 

15 wird 12 Stunden bei + 5 ° C weitergeruhrt , wobei zu starkes 
Schaumen vermieden werden soli. Die Zu f :abe von TBS erUbrigt 
sich,.da auch uberschUssige Aldohydgruppen durch Natriumbor- ' 
hydrid reduziert werden. Zur Entfernur.g von nicht umge- 
setztem Hydrazin sowie NaBH, wird die LOsung gegen aqua dest. 

20 dialysiert. 

Die weitere Umsetzung mit Glutangfeehyd und Kupplung mit 
Hamoglobin erfolgt entsprechend Beispiel 1. 

25 Beispiel 3 

Die Stufe a gemafl Beispiel 1, also Oxidation rait Natrium- 
perjodat wird wi.ederholt. AnschlieBend erfolgt die Umsetzung 
mi t £j-.Aminocarbonsaure . 
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Zu einer LOsung aus 8 g oXidiertem Dextran (bzw. HBS) werden 
bei einem pH-Wert von. 5 insgesamt 20 ml einer 2M Losung von 
6-Aminocapronsaure in Xthanol/Wasser zugetropft. Dabei mufl 
der pH-Wert kontrolliert und ggf. korregiert werden. An- 
schlieflend wird bei Ra\imtemperatur 6-10 Stunden vorsichtig 
gerUhrt. Zur Blockierung UberschUssiger Aldehyd-Punktionen 
wird die LOsung mit dem gleichen Volumen 0,1 M TBS versetzt 
und noch weitere 3 Stunden gerUhrt. AnschlieBend wird gegen 
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aqua dest. dialysiert. Die weitere Umsetzung mit Glutaidialde- 
hyd und Kupplurg mit Hamoglobin erfolgt wie in Beispiel 1 
beschrieben. 

Beispiel 4 

Das Polysaccharid wird wie in Beispiel 3 oxydiert und dann 
mit einer t*-Aminocarbonsaure umgesetzt. Das erhaltene Pro- 
dukt wird mit Carbodiimid aktiviert und anschlieBend mit 
Hamoglobin gektppelt. 

Das Reaktionsprodukt aus Polysaccharid und der^-Aminocarbon- 
saure wird unter Ruhren mit 8 g HumanhamoglobinlOsung in 
100 ml Wasser versetzt. Der pH-Wert wird dann mit verdUnnter 
Salzsaure auf 4,7 - 5,0 eingestellt. Unter Ruhren wird 20 mg 
EDAC hinzugefugt. Der pH-Wert wird anschlieBend sofort wieder 
auf 5,0 eingestellt. Nach einer Reaktionszeit von etwa 6 Stunde, 
wird das Carbodiimid durch Dialyse vollstandig entfernt. 

Beispiel 5 

8,5 g Dextran 7 0 bzw. HBS 200/0,5 werden in 100 ml Phosphat- 
puffer p H 7 auf gelost und anschlieBend wird eine LOsung aus 
5,4 g p-Benzochinon in 20 ml Xthanol eingerOhrt. Zum SchluB 
der Reaktion wird nicht^umgesetztes Benzochinon durch Dialyse 
entfernt. Zur Kupplung werden 8,0 g Human-Hamoglobin in 
200 ml Phosphat-Puffer pH 7 gelost und mit der vorgelegten 
Dextran- (bzw. ffiS)-Benzochinon-Verbindung umgesetzt. Die 
Umsetzung erfol.jt bei + 5 ° C. Der erhaltene Hamoglobin- 
Polysaccharid-Komplex wird - wie in Beispiel 1 beschrieben - 
gereinigt und analytisch untersucht. 

30 

In den Fig. 1 und 2 sind Elutionsdiagramme und in den Fig. 
3 und 4 Absorptionsspektren der Umsetzungsprodukte genu,. „ 
Beispiel 3 einerseits und von Hamoglobin Hb andererseits/ 
Die Elutionsdiagramme von Humanhamoglobin Hb, Dextran-70- 
35 Hamoglobin D 70-Hb sowie Dextran-2 5 0-Hamoglobin D 2 5 0-Hb 
wurden auf Spheron P1000 durch schnelle GPC erhalten. Als 
chemische BrUcke wurde 6-Aminocapronsaure eingesetzt. So- 
wohl aus den Blutionsdiagrammen als auch den Absorptions- ' 
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1 spektren kann entnonunen wcrden, daB die durch die ein2elnen 
Reaktionsteilnehmer erzeugten Bndprodvkte eine Veranderung 
im Blutionsverhalten als auch spektroskophische Veranderungen 
erzeugen, so daB sicher gestellt wird, daB tatsachlich makro- 

5 molekulare Kupplungsprodukto entstanden aind. 
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